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RESUMO

Os micro-organismos patogénicos sdo um dos maiores desafios enfrentados pela
avicultura atualmente. O género Erysipelothrix spp é conhecido atualmente por ser
uma zoonose ocupacional, e por causar surtos em animais de producao, inclusive em
aves. A descoberta recente de uma nova espécie, Erysipelothrix sp strain 2, requer
gue novos estudos sejam realizados afim de compreendermos melhor sobre sua
patogenicidade, diagnostico, controle e prevencédo. O presente trabalho teve como
objetivo produzir anticorpos policlonais anti - Erysipelothrix sp strain. 2, que poderéo
ser utilizados posteriormente em outros trabalhos, com fim de conhecer melhor sobre
a patogenia, transmissdo e tratamento dessa patologia. Para a producdo dos
anticorpos foram utilizados dois coelhos fémeas, que ficaram alocados no Laboratorio
de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia durante todo o processo de
imunizacdo. Foi realizada coleta pré e po6s imunizacdo dos dois coelhos para que
aliquotas de soro fossem confeccionadas e analisadas. A caracterizacdo e
quantificacdo dos anticorpos foi feita pelo teste ELISA que mostrou que animais
imunizados apresentavam altos titulos anti Erysipelothrix sp strain. 2. A partir desse
trabalho outras pesquisas poderao ser conduzidos para desenvolvimento de testes de
diagnéstico e melhor entendimento da relagdo patégeno hospedeiro de uma espécie

ainda pouco estudada.

Palavras-chave: Erysipelothrix spp; ELISA; coelhos; diagndstico.



ABSTRACT
The pathogenic microorganisms are a major defiance faced by the poultry industry
today. The Erysipelothirx spp genus are known nowadays for being an occupational
zoonosis, also for causing outbreaks in farm animals, including the poultry industry.
The recent finding of a new species, Erysipelothrix sp strain 2, requires further studies
to be carried out to comprehend more about its pathogenicity, diagnose, control and
prevention. The objective of the present study was to produce polyclonal antibodies
anti - Erysipelothrix sp strain 2, which may be used in further studies about these
bacteria. To obtain the antibodies was used two female rabbits, which was allocated
in the ixodology laboratory of Universidade Federal de Uberlandia through the entire
procedure of immunization. The collection was performed pre and post immunization
of both rabbits so that serum aliquots were prepared and analyzed. The antibodies
characterization and quantification were performed using an ELISA test which showed
that immunized animals had high anti Erysipelothrix sp strain 2 titration. From that
study, further research may be driven to develop a better diagnose test and better

understanding of the host-pathogen relationship of a species that is still poorly studied.

Keywords: Erysipelothrix spp; ELISA; rabbits; diagnose.
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1. INTRODUCAO

Erysipelothrix rhusiopathiae foi a primeira bactéria do género Erysipelothrix a
ser descrita, e € a causadora de erisipelose em diferentes espécies de animais
domésticos e selvagens, entre mamiferos, peixes, aves e invertebrados. Também é
um patdégeno que infecta humanos, principalmente aqueles cuja ocupacédo envolve
contato direto com animais (VERALDI et al., 2009). Atualmente, se conhecem cinco
espécies pertencentes ao género Erysipelothrix: E. rhusiopathiae, com os sorotipos
la, 1b, 2, 4,5, 6, 8,9, 11, 12, 15, 16, 17, 19, 21 e N; E. tonsillarum, com os sorotipos
3,7, 10, 14, 20, 22, 23 (TAKESHI et al., 1999); Erysipelotrix sp. strain 1, sorotipo 13;
Erysipelothrix sp. strain 2, sorotipo 18 (BENDER et al., 2010); e a mais recentemente
descrita, Erysipelothrix larvae sp. Nov. (BANG et al., 2016).

Sua ampla distribuicdo geogréfica e ecoldgica esta relacionada a sua alta
capacidade de persisténcia ambiental, e também a sua capacidade de infectar uma
grande quantidade de hospedeiros de varios ecossistemas, inclusive o ser humano
(BROOKE; RILEY, 1999). Em suinos, a erisipelose causada pela bactéria
Erysipelothrix rhusiopathiae pode se manifestar de forma aguda, causando grave
septicemia, ou de forma cronica, levando o animal a desenvolver artrite e endocardite
(WANG; CHANG; RILEY, 2010). A doenca em humanos apresenta forma clinica
parecida com a observada em suinos, com erupcbes cutaneas localizadas,
denominadas erisipeloide, ou mesmo lesdes cutaneas generalizadas que caminham
para sepse e estado frequentemente relacionadas a casos de endocardite (RUIZ et al.,
2003).

Surtos da doenca causada pela E. rhusiopathiae tanto em perus, quanto em
suinos, resultam em grandes perdas econémicas na producdo. Em suinos, observa-
se alta taxa de condenacao de carcaca em decorréncia das graves lesdes, agudas e
cronicas (OPRIESSNIG; WOOD, 2012). Em perus acometidos pela doenca, ndo s a
alta mortalidade gera prejuizos econdmicos, mas também a condenacgéo de carcaca
pelas alteracbes macroscopicas decorrentes da septicemia. Outro fator importante no
impacto na producéo de perus é a perda de fertilidade nos machos que sofrem da
doenca (BRICKER; SAIF, 2013).

Quase todos os estudos relacionados a erisipelose sdo sobre a espécie E.

rhusiopathiae, existindo poucos estudos sobre a bactéria Erysipelothrix sp. strain 2,



descrita recentemente. Sabe-se que ela é virulenta em camundongos infectados em
laboratorios, e induz urticaria em suinos (TAKAHASHI et al., 1992). Erysipelothrix sp.
strain 2 foi responsavel por surtos de erisipela em suinos, e até entdo ndo havia relatos
da doenca em aves. Recentemente, em estudo feito no Brasil coordenado pela
orientadora desse TCC, foi descrita como causadora de erisipelose em perus, com
alta taxa de morbidade e mortalidade (HOEPERS et al., 2019). Foi isolado por
Pomaranski et al. (2020) em peixes ornamentais uma bactéria, até entdo de género
desconhecido, causadora de surtos com alta mortalidade em fazendas de aquicultura
nos Estados Unidos. Os autores descreveram como sendo do mesmo género da
Erysipelothrix rhusiopathiae, porem como uma espécie nova, e sugeriram o nome de
Erysipelothrix piscisicarius sp. Em novo estudo publicado por Grazziotin et al (2021),
apos analises genbmicas e investigacao da proteina de membrana Spa, foi sugerido
qgue Erysipelothrix sp. strain 2 que causou surto da doengca em perus no Brasil € da
mesma genomoespécie identificada por Pomaranski et al. (2020) que causou alta
mortalidade nas fazendas de aquicultura.

Por ser uma bactéria recentemente descrita, com poucos estudos
relacionando-a ao surto em aves, 0 presente trabalho objetiva produzir anticorpos
policlonais anti-Erysipelothrix sp. strain 2 em coelhos que poderédo ser utilizados em

futuros estudos que esclaregam mais sobre sua forma de infec¢do e patogenia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Agente etioldgico

Bactérias do género Erysipelothrix, pertencentes ao filo Firmicutes, s&o
bactérias anaerdbicas facultativas, Gram-positivas, imdveis, ndo esporuladas, em
formato de bastonetes que medem 0,2 a 0,4 um de diametro e 0,8 a 2,5 um de
comprimento (REBOLI; EDMUND; 1989). Sdo capazes de infectar suinos, aves,
mamiferos e até mesmo humanos (BROOKE; RILEY 1999). As espécies conhecidas
atualmente pertencentes a esse género sdo: E. rhusiopathiae, com os sorotipos 1a,
1b,2,4,5,6,8,9, 11, 12, 15, 16, 17, 19, 21 e N; E. tonsillarum, sorotipos 3, 7, 10, 14,
20, 22, 23 (TAKESHI et al.,, 1999); Posteriormente, foram descritas mais duas
espécies: Erysipelotrix strain 1, sorotipo 13; e Erysipelothrix sp. strain 2, sorotipo 18
(BENDER et al., 2010). Mais recentemente, foi descrita uma nova espécie pertencente
ao género, Erysipelothrix larvae sp. Nov. (BANG et al., 2016).

A temperatura de crescimento dessa bactéria varia entre 5 e 44°C, com
temperatura ideal de 30° a 37°C e um pH 7,2 a 7,6, mas com variacdes detectadas de
6,8 a 8,2; E. rhusiopathiae é catalase e oxidase negativa (REBOLI; EDMUND; 1989).
Para haver crescimento bacteriano em laboratério, as bactérias precisam do uso de
agar columbia (AC) ou agar sangue (AS) enriguecido com sangue de carneiro a 5%.
Assim, suas coldnias costumam apresentar suas caracteristicas especificas: colénias
claras, circulares, com pequeno diametro e podendo ou n&do ocorrer a formacgéao de
alfa hemdlise (BROOKE; RILEY, 1999).

Em relacdo a morfologia da espécie, sao descritas duas formas. A primeira é
circular, transparente, com coldnias pequenas e superficie lisa e brilhante, com
possibilidade de realizar beta hemdlise, que é conhecida como forma S ou suave. A
segunda forma tem coldnias maiores e mais planas, com superficie fosca e bordas
irregulares, conhecida como forma R ou coldnias asperas. A morfologia das colénias
pode variar de acordo com pH e temperatura de crescimento: pH acido e temperatura
por volta de 37°C favorecem o crescimento da forma R; em contrapartida, pH alcalino
e temperatura de 30°C favorecem o crescimento da forma S (REBOLI, EDMUND;
1989).

Pouco se sabe sobre a Erysipelothrix sp. strain 2, anteriormente classificada
como sorotipo 18 da espécie E. rhusiopathiae. (TAKAHASHI et al., 1992). Um estudo

feito por Takahashi et al. (1992) mostrou que esse sorotipo € altamente virulento para
11



camundongos, e causa urticarias em suinos. No Brasil, foi relatado um surto em perus
machos, causando septicemia e alta mortalidade nos animais. (HOEPERS et al.,
2019). Até o presente estudo, a Unica bactéria do género relacionadas a surtos em

aves era E. rhusipathiae.

2.2 Patogenia

E. rhusiopathiae possui varios fatores que parecem estar envolvidos em sua
patogenicidade. A bactéria produz neuraminidase, enzima com funcéo antifagocitéaria,
gue junto com sua capsula aumenta sua resisténcia a fagocitose. A bactéria tambéem
dispbe de diversos receptores da célula hospedeira para aumentar sua sobrevivéncia
intracelular, principal fator relacionado a sua patogenicidade. A producdo da enzima
hialuronidase parece estar relacionada a patogénese da artrite e trombocitopenia
(SHIMQJI, 2000).

O género Erysipelothrix também possui proteinas imunogénicas que foram
definidas como antigeno de protecéo de superficie (Spa), e séo classificadas em trés
espécies moleculares: SpaA, SpaB e SpaC. Estas podem ser usadas para distincao
das cepas entre as espécies. SpaA é produzido por 11 dos 16 sorotipos de E.
rhusiopathiae, sendo eles 1a, 1b, 2, 5, 8, 9, 12, 15,16, 17 e N. SpaB, por sua vez, foi
identificada nas cepas 4, 6, 11, 19 e 21. O sorotipo 18, atualmente reconhecido como
uma nova espécie (Erysipelothrix sp. strain 2), foi o Unico sorotipo a produzir a proteina
do tipo SpaC (BENDER et al., 2010).

A erisipelose é considerada uma doenca cosmopolita, capaz de infectar uma
vasta gama de animais, sejam domésticos, sejam selvagens, inclusive animais
marinhos, e também é capaz de infectar o ser humano. Por isso, além de causar
enormes prejuizos as producdes de suinos e aves, pode ser considerado um grave
problema de saude publica (BRICKER; SAIF, 2013). A infeccdo humana esta
relacionada, principalmente, a exposi¢cdo ocupacional, infectando essencialmente
pessoas que trabalham diretamente na area de producdo animal, tais como
funcionarios de frigorifico, pescadores, veterinarios acougueiros e funcionarios de
granjas (VERALDI et al., 2009). A maioria dos casos de infeccdo em humanos ocorre
por via de arranhdes ou feridas na pele (TAN et al., 2017). Porém, o acometimento da
doenca em humanos pode ser subnotificado, pois € uma bactéria com lento

crescimento, pequenas colbnias, e as lesdes podem ser infectadas por patdégenos
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secundarios como Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, circunstancias

que levam ao esquecimento deste diagndstico (BROOKE, 1999).

2.3 Métodos de diagndstico

O teste de aglutinacdo com anti-soros especificos, conhecido como
sorotipagem, é capaz de reconhecer antigenos de peptideoglicanos que estdo
presentes na membrana celular da bactéria, portanto, tem valor de diagnostico para
reconhecer bactérias do género Erysipelothrix.

A PCR, teste de reacdo em cadeia de polimerase, € uma técnica muito
importante no auxilio de deteccdo das espécies das bactérias do género
Erysipelothrix. Este método de confirmacdo pode ser empregado de diversas formas.
Em um estudo, Ingebritson, Roth e Hauer (2010) usaram primers para detectar
proteinas de superficie SpaA, SpaB e SpaC, para diferenciacdo entre as espécies,
sendo que os soravares la, 1b, 2, 5, 8, 9, 12, 14, 15, 16, 17 de E. rhusiopathiae
expressam a proteina de superficie SpaA, a proteina expressa nos sorovares 4, 5, 11,
19 e 21 é a SpaB, e a proteina SpaC € expressa na espécie E. sp. strain 2. Forde e
colaboradores (2016) confirmaram, em seu estudo, a espécie E. sp. strain 2 utilizando
primer especifico para o gene 23 rRNA , técnica também utilizada por outros autores,
como Takeshi e colaboradores (1999), que utilizaram 4 pares de primers que sao
capazes de diferenciar quatro espécies do género: E. rhusiopathiae, E. tonsillarum, E.
sp. Strain 1 e E. sp. Strain 2.

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE), € o teste considerado padrao
ouro quando se trata de métodos de diagnosticos relacionados a DNA (OLIVE; BEAN,
1999). Essa técnica pode estabelecer um diagnostico fidedigno com relacdo a
epidemiologia entre as espécies do género (WANG; CHANG,; RILEY, 2010).

2.4 Erisipela em aves de producéo
Perus parecem ser mais gravemente afetados ao serem acometidos pela
bactéria E. rhusiopathiae, desenvolvendo hemorragias e petéquias na musculatura do
peito e da perna, e também apresentando pele cianédtica (JANSEN et al., 2015). O
primeiro surto de E. sp. strain 2 em perus, foi descrito por Hoepers et al. (2019). Os
animais apresentaram sinais clinicos como fraqueza e aumento da mortalidade. No

estudo, também foi avaliada a resisténcia antimicrobiana das cepas isoladas. As
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lesbes encontradas no bacgo, figado e rins, tinham aspecto fridvel, sendo sugestivas
de septicemia generalizada. Foram isoladas E. sp. strain 2 de varios 6rgaos, como
baco, figado, coracdo, pulmdes, rins, traqueia e articulagbes, sitios comuns de
localizacédo de bactérias que causam septicemia em aves (HOEPERS et al., 2019).

Em aves, E. rhusiopathiae também causa septicemia, levando a altas
mortalidades nos animais. Chirico e colaboradores (2003) isolaram a bactéria do acaro
vermelho hemat6fago de aves domésticas, Dermanyssus gallinae. Este parasita é de
dificil controle em aviarios, podendo persistir por varios ciclos e causando recorrentes
problemas, inclusive por atuar como reservatorio de E. rhusiopathiae.

Perdas econdbmicas séo significativamente grandes na maioria das espécies
acometidas por E. rhusiopathiae, devido ao subito aumento de mortalidade e
diminuicdo da producao de ovos, além de descarte de lotes inteiros infectados, custos
com tratamento, desinfeccédo e limpeza de galpdes (BRICKER; SAIF, 2013). Outro
fator que parece estar relacionado ao aumento de casos de infeccdo pela bactéria E.
rhusiopathiae, causando intensas perdas econdmicas, € a mudanca do sistema de
producdo. O sistema amplamente utilizado era o de criacdo das galinhas poedeiras
em gaiolas, e essa forma embora ainda seja o principal tipo de criagdo, vem
diminuindo, devido as novas definicdes de bem estar animal. Esse sistema esta sendo
substituido por aves criadas em ambientes internos com uso de cama, ou até mesmo
ao ar livre. Com esse novo método de criacdo as galinhas poedeiras podem passar
por novos desafios. Eriksson et al. (2014) associou essa mudanca do tipo de criagao
ao aumento de casos de surtos de erisipelose, pois 0s animais ficam continuamente
expostos as fezes que podem acumular na cama, e acredita-se que a principal forma

de infeccédo da doenca é pela via oral-fecal.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Este trabalho teve como objetivo a produgéo de anticorpos anti-Erysipelothrix

sp. strain 2 em coelhos para utilizacdo em estudos posteriores.

3.2 Objetivos especificos

e Produzir anticorpos policlonais anti-Erysipelothrix sp. strain 2.

e Caracterizacdo dos anticorpos policlonais anti-Erysipelothrix sp. strain 2 por
ELISA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producéao dos anticorpos

Este projeto foi aprovado pelo Comite de ética de uso de animais (CEUA) No
do Projeto: N° 009/21D.

Foram utilizados dois coelhos fémeas de 4 meses de idade com peso
aproximado de 2Kg para o protocolo de imunizacdo e obtencdo de anticorpos
policlonais. Um coelho foi imunizado conforme protocolo para producao de anticorpos
anti-Erysipelothrix sp. strain 2, e um foi usado como controle negativo. O protocolo
definia que seriam realizadas trés inocula¢gées com intervalos de 15 dias entre uma e
outra, utilizando 100ug de extrato total da bactéria juntamente com 500ug do
adjuvante de hidréxido de aluminio. Foram realizadas 3 coletas para avaliacao do soro
sendo cada qual obtida antes de cada inoculacéo.

Os animais foram alocados, durante todo o protocolo de imunizagdo, no
Laboratério de Ixodologia da Universidade Federal de Uberlandia. Um animal foi
imunizado com antigenos brutos de duas cepas de Erysipelothrix sp. strain 2 utilizando
como adjuvante hidroxido de aluminio. A contencao dos animais foi realizada por duas
pessoas, uma para imobilizar de forma correta o animal, pegando-o pela pele do
pescoco e pelos membros posteriores e segurando-o junto ao corpo, enquanto a outra
pessoa foi responsavel por inocular o composto (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA,
2002). As inoculacdes subcutaneas foram feitas na regido do dorso, e a inoculacao
intramuscular no musculo traseiro da perna. O segundo animal foi utilizado como
controle negativo recebendo as inoculagdes porém sem a presenca da bactéria..

Anteriormente a imunizacdo dos animais, aliquotas de soro pré-imune foram
retiradas para avaliacdo da soroconversédo. Para tal, foi realizada punc¢éo venosa para
coleta de 500uL de sangue por meio da veia marginal da orelha. A avaliacdo do
sucesso da imunizagcado foi realizada comparando-se a reatividade e ligacdo ao
antigeno entre o soro pré-imune e apos imunizagdo. A primeira inoculagéo (dia 0) foi
utilizado 100ug de extrato total da bactéria e utilizado como adjuvante 500ug de
hidroxido de aluminio, por via subcutanea em cinco pontos do dorso dos animais. Apos
15 dias, uma nova inoculacdo foi realizada, nas mesmas quantidades e via

subcutanea. A terceira e ultima inoculacdo foi realizada apos 15 dias da segunda
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inoculacao (dia 30), com as mesmas quantidades de extrato total e hidroxido de
aluminio, porém via intramuscular (SOUZA, 2008).

Também foram realizadas as coletas de sangue dos coelhos por meio da veia
marginal da orelha, 15 dias apds a segunda inoculacdo dos antigenos (1-2mL) e 15
dias ap6s a imunizacdo intramuscular pela veia jugular (~10mL), dias 30 e 45,
respectivamente. Apos a coleta, as amostras foram centrifugadas para obtencéao de
soro. Posteriormente a purificacdo, o pool de anticorpos policlonais foi validado e
titulado por varios ciclos de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), quanto a

sua ligacdo ao antigeno e melhor concentracado a ser utilizado.

4.2 Quantificagc&o anticorpos policlonais anti - Erysipelothrix sp. strain 2
A fim de quantificar os anticorpos produzidos neste trabalho, foi realizado um

teste de ELISA direto no laboratério de Nanobiotecnologia, localizado no bloco 2E da
Universidade Federal de Uberlandia. O teste de Elisa se baseia na identificacdo de
anticorpos ou antigenos marcados com uma enzima, de forma que esta enzima aja
sobre um substrato e faca o cromdgeno mudar de cor. Os antigenos de Erysipelothrix
sp. strain 2 foram sensibilizados em placas over nigth a 4°C e passadas as 24h, a
placa foi lavada com solucdo tampédo PBS Tween 0,05% uma vez. Apos foi feito o
bloqueio com caseina (leite desnatado Molico 5% e PBS Tween 0.05%), por uma hora
a 37°C, para que todos os sitios livres fossem bloqueados, e apds realizada lavagem
com a solucdo tampao PBS Tween 0,05% trés vezes. A proxima etapa foi a adicdo de
50uL de soro produzido do coelho positivo e controle negativo, nas concentracdes
(1:100), (1:250), (1:500), (1:1000), respectivamente, e incubado por uma hora a 37°C,
e nova lavagem com solucdo tampdo PBS Tween 0,05% por seis vezes.
Posteriormente a este passo, foi adicionada a cada po¢o 50uL de anti-coelho HRP —
tampao proteico contendo anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase (1:10000), e
realizada nova incubacédo por 1 hora a 37°C. A Ultima etapa realizada foi a adicdo de
substrato enzimatico OPD mais peroxido de hidrogénio (cromégeno), e a interrupcéo
da reacdo enzimética foi feita adicionando acido sulfurico. Foram realizadas duas
repeticbes em quatro diluicbes diferentes do anticorpo, (1:100), (1:250), (1:500),
(1:1000), respectivamente, suficientes para adsorver nos pocos da placa. A leitura do

teste se deu conforme a mudanca de cor devido a atividade enzimatica, e sua
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intensidade é relativa a quantidade de anticorpos e antigenos ligados, e foi mensurado
usando espectrofotdbmetro (leitora de placas) (MINEO et al., 2016).

4.3 Andlise estatistica

Para analise da efetividade da imunizacdo, os valores obtidos em ensaio de
ELISA (valores de absorbancia) foram analisados por estatistica pareada pelo teste
da analise da variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey considerando um nivel
de significancia de 0,05. O programa Graph Pad Prism 9.2 foi usado para fazer as

analises.
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5 RESULTADOS

A titulagc&o de anticorpos se mostrou com valores maiores no coelho inoculado
com o extrato total de Erysipelothrix sp. strain 2 desde a primeira inoculacao (Figura
1). Nao houve um aumento de titulos entre a primeira e a Ultima coleta pés inoculagéo
(Figura 1). A figura 2 mostra a média das absorbancia avaliando cada diluicéo.
Analizando o grafico de forma qualitativa, como esperado, ha uma diminuicdo dos
titulos a medida que aumenta a diluicdo dos soros.

Figura 1. Resultados do teste de ELISA (medidos por absorbancia) dos anticorpos policlonais anti - erysipelothrix
produzidos durante esse experimento.
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Foram realizadas quatro dilu¢gdes e em duplicata, para cada soro produzido do coelho inoculado com antigeno
(P) e do coelho controle negativo (N).
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Figura 2. Resultados do teste de ELISA dos anticorpos policlonais anti - erysipelothrix produzidos durante esse
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Foram realizadas quatro dilugdes e em duplicata para grupo. Para analise foi usada estatistica pareada usando
as diferentes dilui¢cdes pelo teste de anova ANOVA seguida pelo teste deTukey(p<0,05). The symbols represent:

* p<0,05, **p=<0,01, ***<p<0,001, ****p<0,0001.
Fonte: Autoria propria, 2022.
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6 DISCUSSAO

Até a data do presente trabalho, pouco se sabe sobre a espécie Erysipelothrix
sp. strain 2. No Brasil, ela foi isolada pela primeira vez em um surto de perus em uma
industria no Triangulo Mineiro. Até onde sabemos, esse é o primeiro trabalho a
produzir anticorpo anti Erysipelothrix sp. strain 2. Diferente do esperado, ndo houve
diferenca dos titulos (medidos em absorbancia) para a primeira coleta apos a
inoculacéo e a ultima. Isso ndo € esperado ja que apos as reimunizacdes ha aumento
dos titulos de anticorpos. Nesse trabalho nés ndo quantificamos o anticorpo e apenas
avaliamos a absorbancia o que nos da um valor relativo. Dessa forma para quantificar
a quantidade exata de anticorpo produzida é necessario fazer testes construindo a
curva padréo relativa a partir da quantificacdo de um controle conhecido e essa pode
nos apresentar um resultado mais claro dos titulos apds as diferentes imunizacoées.

A imunizacdo do coelho com antigeno Erysipelothrix sp. strain 2 levou a
producdo de anticorpos capazes de reagir ao antigeno no imunoensaio realizado
neste trabalho, em todas as dilui¢cdes utilizadas (Figura 2). Conforme esperado em
diluicdes menores do soro houve maiores titulos. No entanto mesmo na diluicdo
1:1000 os titulos foram muito superiores aos controles negativos e assim essa diluicdo
se torna adequada para futuras andlises.

Os anticorpos produzidos sdo amplamente utilizados para fins de diagnésticos
e marcacédo da espécie que facilita as analises epidemioldgicas, clinicas e a relacéo
patdgeno hospedeiro.

Giménez-Lirola, Xiao, Halbur e Opriessnig (2012) realizaram um estudo com
Erysipelothrix rhusiopathiae, no qual foram coletadas amostras de soro de suinos
vacinados contra erisipela e também de suinos infectados experimentalmente com a
bactéria, e desenvolveram um ensaio imunoenzimatico para deteccao de anticorpos
anti- Erysipelothrix spp. Os dados encontrados neste trabalho sugerem a importancia
do ELISA na deteccdo de anticorpos anti-lgG contra diferentes sorotipos de
Erysipelothrix spp.

Chirico (2009) realizou um estudo para avaliagao da transmissao Erysipelothrix
rhusiopathiae pelo acaro Dermanyssus gallinae, que atualmente é reconhecido como
um importante vetor na transmissao da bactéria para aves na cadeia de producéo. Os

resultados do ELISA desenvolvidos no referido trabalho mostram que de 3 a 5 dias as
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aves inoculadas ja haviam desenvolvidos anticorpos anti - Erysipelothrix spp, e com
10 dias ja haviam se recuperado da doenca.

Os anticorpos produzidos ainda poderado ser utilizados em inimeros ensaios,
tais como imunofluorescéncia, Western blot, imuno-histoquimica, imunofluorescéncia
e outros. Com esses testes, sera possivel realizar o estudo de proteinas bacterianas
envolvidas na patogenicidade e estimulo da resposta imunoldgica. Provavelmente
esse é o primeiro anticorpo produzido para esse patbgeno que parece ser uma
espécie ainda subnotificada.

Ensaios como este realizados neste trabalho s&o de suma importancia para
compreensao da resposta imunologica dos animais frente ao desafio e exposicéo do
patdogeno, além de ser primordial para analises mais detalhadas sobre a
patogenicidade da bactéria Erysipelothrix sp. strain 2, que ainda é pouco estudada.
Os anticorpos produzidos poderao ser utilizados em diversos estudos posteriores afim

de se conhecer melhor os mecanismos da bactéria.
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7 CONCLUSAO

A partir desse trabalho foi possivel obter anticorpos de Erysipelothrix sp. strain
2 de forma relativamente rapida e pratica, e esses antissoros obtidos poderédo ser
usados para inUmeros outros trabalhos a respeito desse agente etiolélogico tdo pouco
conhecido, trabalhos estes que podem esclarecer melhor sobre a patogenia, além de
testes de diagndstico, e ainda possiveis tratamentos para casos de surtos de

erisepelose causados por esta bactéria.
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